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Abstract 
Because the larvae have restricted mobility, the location chosen for oviposition and 
immature development may have a crucial effect on Lepidoptera fitness. Chemical, visual 
and/or tactile cues from the host plant are usually utilized during host plant selection, but 
the presence of natural enemies or mutualistic partners is also important. In the case of 
myrmecophilous species, oviposition can be mediated by the tending ants, but little is 
known about how the female perceive ants, and use them as cues. Parrhasius polibetes, a 
poliphagous lycaenid that presents facultative myrmecophily, is commonly found in 
Schefflera vinosa (Araliaceae), a bush commonly hosting aggregations of the treehopper 
Guayaquila xiphias. P. polibetes and G. xiphias can be tended by the same ants, and P. 
polibetes larvae have their survivorship increased when they occur close to associations of 
G. xiphias + ants. Female butterflies prefer to oviposit on branches where the association is 
present, even though the signal used in this choice is unknown. The objective of this study 
was to investigate whether P. polibetes visually recognize ant-treehopper associations and 
use them as clue for oviposition. Behavioral trials consisted of dried ants and treehoppers 
mounted on paired S. vinosa branches, between which the butterfly could choose. P. 
polibetes females preferred to oviposit on branches containing ants + treehoppers or only 
ants, and showed no preference when only treehoppers were present. The number of eggs 
was greater only when both ants and treehoppers were present on a branch. These results 
reveal the importance of vision during the oviposition process in P. polibetes, even though 
chemical and tactile clues may also be used. The image of ants is probably recurrent in 
many host plant species used by P. polibetes, and females capable of perceiving them 
during oviposition would have an advantage, given the importance of ants for larval 
survival in this species. So far, the cues used during egg-laying by butterflies with different 
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levels of myrmecophily have not been explored in detail; and further investigations might 
reveal new aspects about the behavioral interface of butterfly-ant interactions. 
 
Key words: oviposition, Guayaquila xiphias, cerrado, Camponotus rufipes; myrmecophily; 
ants; mutualism; trophobiosis. 
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Resumo 
A escolha do local de oviposição tem grande influência na aptidão das fêmeas de 
Lepidoptera, uma vez que as larvas têm mobilidade restrita. Pistas químicas, visuais e/ou 
táteis provindas da planta hospedeira costumam ser utilizadas, mas também são importantes 
a presença de inimigos naturais ou parceiros mutualistas. No caso de espécies mirmecófilas, 
a oviposição pode ser mediada pelas formigas atendentes, mas pouco se sabe sobre como as 
borboletas percebem as formigas e as utilizam como sinal. Parrhasius polibetes, um 
licenídeo polífago que apresenta mirmecofilia facultativa, é comumente encontrada em 
Schefflera vinosa (Araliaceae), uma planta que também pode abrigar agregações do 
membracídeo Guayaquila xiphias. P. polibetes e G. xiphias podem ser atendidas pelas 
mesmas formigas, e larvas de P. polibetes tem sua sobrevivência aumentada quando 
ocorrem próximas às associações G. xiphias + formigas, e as borboletas adultas preferem 
ovipositar em ramos onde a associação está presente, embora não se conheça qual sinal é 
utilizado para essa escolha. Este trabalho teve por objetivo investigar se P. polibetes 
reconhece visualmente a associação e a utiliza como pista para oviposição. Foram feitos 
experimentos com formigas e membracídeos secos montados em ramos pareados de S. 
vinosa, entre os quais a borboleta poderia escolher. Fêmeas de P. polibetes preferiram 
ovipositar em ramos contendo a pista visual de formigas + membracídeos ou apenas de 
formigas, não havendo preferência quando apenas membracídeos estavam presentes. O 
número de ovos foi maior apenas quando a pista visual de formigas + membracídeos estava 
presente. Isso revela a importância da visão para a escolha do local de oviposição por P. 
polibetes, embora não se descarte o uso de pistas químicas ou táteis. A imagem de formigas 
deve ser recorrente em muitas espécies de plantas hospedeiras utilizadas por P. polibetes, e 
fêmeas capazes de utilizá-la na hora da oviposição teriam vantagem dada a importância das 
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formigas para a sobrevivência das larvas. As pistas utilizadas por borboletas com diferentes 
níveis de mirmecofilia para escolha do local de oviposição representam um campo de 
estudo pouco explorado, que poderá revelar novos aspectos sobre a interação entre 
lepidópteros e formigas. 
 
Palavras-chave: oviposição; Guayaquila xiphias; cerrado; Camponotus rufipes; 
mirmecofilia; formigas; mutualismo; trofobiose.  
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Introdução Geral 
 
A oviposição em Lepidoptera 
A Ordem Lepidoptera é uma das maiores dentre os insetos, com cerca de 150.000 
espécies e ampla distribuição ao redor do mundo (Scoble 1992). Dessas, cerca de 90% são 
fitófagas, se alimentando de plantas em sua fase larval (Scoble 1992). Como tal fase 
apresenta mobilidade muito restrita quando comparada a dos adultos alados, é na hora da 
deposição dos ovos que se determina onde os imaturos irão viver, o que torna a escolha do 
local de oviposição pelas fêmeas uma etapa de extrema importância para os lepidópteros. 
Essa escolha pode afetar a chance de sobrevivência e diferentes aspectos da performance 
dos estágios imaturos, refletindo na aptidão dos adultos (Renwick & Chew 1994). Nesse 
contexto, as pistas que a fêmea utiliza para essa escolha, acessadas através de diferentes 
sistemas sensoriais, representam um papel de destaque (Chew & Robbins 1984, Thompson 
& Pellmyr 1991).  
 A escolha da fêmea por um local de oviposição costuma ser dividida em duas 
etapas: A fase de pré-pareamento, na qual a fêmea ainda não pousou no substrato em que 
poderá ovipositar, e a fase de pós-pareamento, na qual a fêmea já pousou e estabeleceu 
contato com esse substrato, podendo então aceitá-lo ou rejeitá-lo para oviposição (Schöps 
& Hanski 2001). As pistas e os órgãos sensoriais majoritariamente utilizados nesses dois 
momentos são distintos (Renwick & Chew 1994). Na fase pré-pareamento, a fêmea escolhe 
antes de tudo o hábitat (local de vôo) e depois o substrato de pouso, através da visão e do 
olfato (compostos químicos voláteis acessados através das antenas). Na fase pós-
pareamento, tornam-se mais importantes as pistas táteis tais como a pilosidade e textura das 
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folhas, e gustativas (compostos químicos não voláteis). Para isso, ela utiliza especialmente 
os tarsos - que muitas vezes podem ser batidos repetidas vezes contra a superfície foliar, em 
um comportamento conhecido como “drumming” - mas também podem utilizar as antenas 
e o ovipositor (Thompson & Pellmyr 1991, Renwick & Chew 1994).  
 A visão parece ser mais importante para animais diurnos, como as borboletas 
(Ramaswamy 1988), podendo ser usada na discriminação de características como coloração 
(Bernard & Remington 1991) e formato de folhas (Papaj 1986a, Chew &  Robbins 1984). 
Os compostos químicos são de especial importância para a aceitação ou rejeição de um 
determinado substrato, podendo funcionar tanto como estimulantes quanto como inibidores 
de oviposição (Thompson & Pellmyr 1991). Além disso, fêmeas que já tiveram contato 
com uma determinada planta hospedeira podem mostrar aprendizado associativo entre 
diferentes características dessa planta (Papaj 1986b). 
Considerando-se que a maioria dos lepidópteros são monófagos, isto é, utilizam um 
número muito restrito de plantas hospedeiras, geralmente pertencentes à mesma família ou 
gênero (Scoble 1992), e que há variação intraespecífica na qualidade das plantas, 
compreende-se que pistas que provenham das plantas hospedeiras sejam usadas 
extensivamente pelas fêmeas (Thompson & Pellmyr 1991). De fato, a escolha de plantas 
hospedeiras é considerada um aspecto fundamental da biologia comportamental de insetos 
fitófagos em geral (Jeanike 1990), além de ter implicações ecológicas e evolutivas para as 
próprias plantas (Williams & Gilbert 1981). 
No entanto, além da qualidade da planta, há outros fatores de grande relevância para 
as larvas, como suscetibilidade à predação, parasitismo e competição, bem como presença 
de parceiros mutualistas, que também podem influenciar a escolha da fêmea (Thompson & 
Pellmyr 1991). Sabe-se, por exemplo, que o reconhecimento visual de ovos na planta 
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hospedeira pode evitar competição intraespecífica (Williams & Gilbert 1981, Vasconcellos-
Neto & Monteiro 1993). Além disso, insetos fitófagos vivem em um ambiente que impõe 
grande risco através da presença de inimigos naturais, e portanto precisam encontrar na 
folhagem um espaço livre de inimigos (Price et al. 1980). Dessa forma, fêmeas de 
lepidópteros podem responder a pistas que indiquem que determinado local seja perigoso 
para ovos e larvas (Freitas & Oliveira 1996, Sendoya et al. 2009). Assim, a escolha de 
locais para oviposição por insetos fitófagos é melhor compreendida através de uma 
abordagem tritrófica.                                                              
 
A mirmecofilia em borboletas 
 As formigas são organismos extremamente abundantes em regiões tropicais, sendo 
dominantes tanto no chão quanto na folhagem (Hölldobler & Wilson 1990), e tendo o papel 
de predadores-chaves de insetos herbívoros (Jeanne 1979, Floren et al. 2002) (fig. 1A). No 
entanto, vários grupos de herbívoros desenvolveram associações simbióticas com formigas 
(mirmecofilia), as quais geralmente se caracterizam pelo oferecimento de líquidos 
nutritivos (trofobiose) em troca da proteção contra invertebrados predadores e parasitóides 
(Hölldobler & Wilson 1990) (fig. 1B-F). Dentre os grupos de insetos que desenvolveram tal 
tipo de interação com formigas se destacam hemípteros como alguns pulgões (Aphidae), 
cigarrinhas (Membracidae) e escamas (Coccidae), e certas espécies em duas famílias de 
borboletas, Lycaenidae e Riodinidae (Stadler & Dixon 2008). 
No caso dessas famílias de lepidópteros, existem duas hipóteses, não excludentes, 
para o surgimento da mirmecofilia (DeVries 1991, Pierce et al. 2002). A hipótese 
mutualística propõe que o principal benefício obtido pelas larvas ao oferecer recompensas 
nutritivas às formigas é a proteção contra predadores e parasitóides. A hipótese 
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apaziguadora propõe que tal interação se deve especialmente à necessidade de suprimir a 
agressividade das próprias formigas contra as lagartas. DeVries (1991) observou que a 
maioria dos táxons de formigas envolvidos em interações mutualísticas com lagartas são os 
mesmos que buscam atrativos como nectários extraflorais e exsudados de hemípteros. Isto 
sugere que a existência de trofobiontes pode ter tido um papel importante na evolução da 
mirmecofilia em lepidópteros. De fato, a co-ocorrência entre lagartas mirmecófilas e 
nectários extraflorais e/ou hemípteros trofobiontes já foi observada em alguns sistemas 
(Atsatt 1981b, DeVries & Baker 1989), abrindo espaço para a exploração do mutualismo 
entre formigas e hemípteros trofobiontes pelas lagartas mirmecófilas (DeVries & Baker 
1989). 
O grau de especialização da mirmecofilia é variável em borboletas (Pierce et al. 
2002). Existem espécies que não se associam com formigas (denominadas mirmecóxenas), 
mas que mesmo assim possuem características que conferem proteção contra elas. Existem 
também algumas espécies que se associam de forma facultativa (fig 1F), o que significa 
que não são necessariamente encontradas com formigas e podem interagir com diferentes 
gêneros e mesmo subfamílias. Outras, ainda, se associam de forma obrigatória (fig. 1E), 
dependendo de uma única espécie ou de espécies aparentadas de formigas para a 
sobrevivência em campo. Além das interações mutualísticas, há licenídeos com associação 
parasítica com formigas. Nestes casos as lagartas são levadas pelas formigas para dentro 
das colônias, onde podem ser alimentadas por elas, ou até mesmo predar as larvas das 
formigas hospedeiras (Pierce et al. 2002). A proporção de espécies mirmecóxenas, ou com 
mirmecofilia facultativa ou obrigatória varia de acordo com o grupo taxonômico e a região 
geográfica, mas as interações facultativas são as mais abundantes no total (Pierce et al. 
2002). 
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A mirmecofilia é considerada de extrema importância para a ecologia e evolução de 
borboletas Lycaenidae e Riodinidae (Atsatt 1981a, Pierce et al. 2002), afetando processos 
de especiação (Pierce et al. 2002), utilização de plantas hospedeiras (Pierce & Elgar 1985, 
Fiedler 1994, 1995),  distribuição de suas populações (Smiley et al. 1988, Jordano et al. 
1992) e comunidades (Seufert &  Fiedler 1996), e mesmo tendo implicações para a 
conservação de algumas espécies (Elmes & Thomas 1992).  
A convivência com formigas requer uma gama de especializações morfológicas e 
comportamentais nas espécies mirmecófilas (Pierce et al. 2002). Dentre as morfológicas, 
destacam-se a espessura do tegumento, que é cerca de 20 vezes maior que a de outros 
lepidópteros e confere proteção contra as mandíbulas das formigas (Malicky 1970), bem 
como a presença de diferentes tipos de órgãos especializados e denominados “ant-organs”, 
que variam entre licenídeos e riodinídeos (Pierce 2002). Alguns desses órgãos estão 
relacionados à comunicação química e vibracional com formigas, enquanto o órgão 
nectário dorsal (Lycaenidae) e os órgãos nectários tentaculares (Riodinidae) são glândulas 
que produzem a secreção nutritiva que é consumida pelas formigas atendentes e é composta 
de aminoácidos e açúcares (Daniels et al. 2005).   
 
Sinais que mediam a oviposição em espécies mirmecófilas 
A oviposição mediada pela presença de formigas na planta tem recebido grande 
destaque e foi sugerida para inúmeras espécies de borboletas mirmecófilas (Pierce & Elgar 
1985). Evidências desse comportamento já foram encontradas tanto para espécies que 
apresentam mirmecofilia obrigatória (Atsatt 1981b, Pierce &  Elgar 1985, Van Dyck et al. 
2000; Wynhoff et al. 2008) quanto facultativa (Wagner & Kurina 1997, Kaminski et al. 
2010). Entretanto, geralmente o último caso tem recebido muito menos atenção e 
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historicamente esse comportamento tem sido considerado relevante apenas para aquelas 
que se associam a formigas de forma obrigatória (Atsatt 1981a, Pierce et al.2002). A 
utilização de pistas químicas, táteis e/ou visuais provindas das formigas atendentes foi 
sugerida para diferentes sistemas em que a oviposição mediada por elas foi observada 
(Trager et al. 2013). Entretanto, faltam testes experimentais que comprovem isto, e a 
natureza dos sinais utilizados por borboletas mirmecófilas para escolha do local de 
oviposição ainda é um ponto surpreendentemente obscuro no conhecimento sobre a 
biologia desses insetos. Trager et al. (2013) sugerem que a investigação sobre tais sinais 
deve ser considerada uma prioridade nos estudos futuros sobre a interação entre borboletas 
mirmecófilas e formigas.  
 
O sistema de estudo 
  Parrhasius polibetes pertence à família Lycaenidae e tem ampla distribuição na 
região neotropical (Nicolay 1979). Suas larvas se desenvolvem em quatro instares: Nos 
dois primeiros, não apresentam interação com formigas, mas a partir do terceiro instar 
passam a ser atendidas por elas de forma facultativa, sendo capazes de interagir com várias 
espécies diferentes (Kaminski et al. 2011) (fig. 1F). Trata-se de uma borboleta polífaga, 
cujas larvas se alimentam das peças florais de diversas famílias de plantas, obtendo 
performances variáveis dependendo da espécie (Rodrigues et al. 2010, Rodrigues & Freitas 
2013). Kaminski (2011) observou que cerca de 80% das plantas hospedeiras de P. polibetes 
possuem nectários extraflorais ou insetos trofobiontes atrativos para formigas. No cerrado, 
suas plantas hospedeiras incluem o arbusto Schefflera vinosa (Araliaceae) (Oliveira &  Del-
Claro 2005, Rodrigues et al. 2010, Kaminski et al. 2011), no qual frequentemente são 
encontradas agregações de Guayaquila xiphias, um membracídeo que também se associa 
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com formigas. Tais agregações são formadas no meristema apical e, quando estas estão 
presentes, nas inflorescências da planta (Del-Claro & Oliveira 1999), e podem somar 
dezenas de indivíduos em vários estágios, de ninfas de primeiro instar até adultos cuidando 
de suas oviposições (Del-Claro & Oliveira 1999). Esses membracídeos apresentam 
camuflagem química, sendo seus hidrocarbonetos cuticulares semelhantes ao da planta 
hospedeira, o que confere proteção em sua íntima associação com formigas (Silveira et al. 
2010); no entanto, tais agregações são visualmente conspícuas. Os adultos são esverdeados, 
e as ninfas possuem uma coloração escura, negra ou avermelhada, entremeada por faixas de 
cera branca; isso, somado à presença de formigas, torna as associações bastante chamativas 
(figura 1C). Os membracídeos também constantemente produzem e expelem um exsudato 
nutritivo capaz de atrair formigas do solo para a planta, dando início à associação (Del-
Claro & Oliveira 1996). Ao todo, mais de 20 espécies de formigas se associam com G. 
xiphias, existindo inclusive troca de turnos entre espécies diurnas e noturnas, e as 
agregações não são encontradas na ausência de formigas atendentes (Del-Claro & Oliveira 
1999). Os membracídeos se beneficiam dessa associação através de um aumento na 
sobrevivência, uma vez que a presença de formigas diminui a de predadores como aranhas 
e larvas de sirfídeos. (Del-Claro 1995, Del-Claro & Oliveira 1999, 2000). 
 Larvas de P. polibetes e agregações de G. xiphias co-ocorrem no espaço e no 
tempo, e as larvas podem ser atendidas por várias das mesmas formigas que se associam 
com esses membracídeos (Oliveira & Del-Claro 2005, Kaminski et al. 2011). Experimentos 
recentes mostraram que a presença de tal associação aumenta a sobrevivência das larvas, 
criando um espaço livre de inimigos do qual as larvas em instares pré-mirmecófilos se 
beneficiam, e aumentando a chance dos indivíduos em estágios mirmecófilos serem 
encontradas pelas formigas atendentes (Kaminski et al. 2010). Além disso, também foi 
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demonstrado que as fêmeas de P. polibetes utilizam a associação entre G. xiphias e 
formigas como pista para oviposição, dando preferência a ramos em que ela está presente 
(Kaminski et al. 2010).  Dessa forma, a co-ocorrência entre P. polibetes e G. xiphias se 
deve tanto ao aumento na sobrevivência das larvas na proximidade dos membracídeos 
atendidos por formigas quanto pela preferência demonstrada pelas fêmeas na escolha do 
local de oviposição (Kaminski et al. 2010). No entanto, a natureza dos sinais utilizados por 
essas borboletas para realizar tal escolha ainda não foi identificada, e não se sabe se tais 
pistas são químicas ou visuais, e se provêm dos membracídeos ou das formigas. Sendoya et 
al. (2010) demonstram como é possível esclarecer esse tipo de questões através de 
experimentos com insetos secos.  
Os objetivos deste projeto foram compreender (1) se a associação entre G. xiphias e 
formigas é utilizada como pista visual para a escolha do local de oviposição por fêmeas de 
P. polibetes e, em caso afirmativo, (2) quais dos elementos da associação (membracídeos, 
formigas ou ambos) são responsáveis por esse padrão. 
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Figura 1: Interação entre formigas e outros insetos. A, Formigas predando barata sobre a 
vegetação. B, formiga Camponotus rufipes atendendo coccídeo (Hemiptera). C, C. rufipes 
atendendo agregação do membracídeo Guayaquila xiphias (Hemiptera). D, Detalhe da 
interação entre G. xiphias e formigas atendentes: Ninfa libera exsudado (seta) que é 
consumido por Camponotus crassus. E, Formigas do gênero Azteca atendem larva de 
Theope pieridoides, um riodinídeo (Lepidoptera) que apresenta mirmecofilia obrigatória. F, 
Formiga sobre porção posterior de larva de Parrhasius polibetes, um licenídeo 
(Lepidoptera) que apresenta mirmecofilia facultativa. A seta aponta órgão nectário (“ant-
organ”) da lagarta. 
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Capítulo 1 
“Ant-treehopper associations as visual cues for egg-laying 
Parrhasius polibetes (Lycaenidae), a facultative myrmecophilous 
butterfly” 
 
Introduction 
Choice of an oviposition site is important for Lepidopterans and other herbivore 
insects whose immature have limited mobility (Renwick and Chew 1994). By choosing a 
high-quality place to lay their eggs, females increase offspring survival and other aspects of 
immature performance, which ultimately are related to the adult’s fitness (Thompson and 
Pellmyr 1991). This choice is made by females through visual, olfactory, gustative and/or 
tactile cues (Renwick and Chew 1994). Since most phytophagous species have a restricted 
range of host plant (Chew and Robbins 1984, Jeanike 1990), ovipositing females usually 
rely on cues from the plant, such as leaf shape and color, secondary metabolites, and 
surface pilosity (Renwick and Chew 1994). 
 However, finding a suitable and high-quality host plant is not the only problem 
faced by phytophagous insects: The risk of predation and parasitism accounts for one of the 
main causes of mortality for them, and finding an enemy-free space is one of their most 
important challenges (Price et al. 1980). In tropical regions, ants are relevant predators 
since they are extremely common on foliage (Hölldobler and  Wilson 1999, Floren et al. 
2002), where they find predictable resources such as extrafloral nectaries and exudate-
producing hemipterans (Rico-Gray and  Oliveira 2007), and complement their diet by 
hunting herbivorous insects (Davidson et al. 2003). While many caterpillars have defensive 
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traits against ants and other invertebrates (Gentry and  Dyar 2002), it has been shown that 
one species of butterfly (Eunica bechina, Nymphalidae) is able to visually detect ants and 
avoid ovipositing on ant-occupied foliage, thus decreasing predation risk to caterpillars 
(Freitas and Oliveira 1996, Sendoya et al. 2009).  
 However, some butterflies in the families Lycaenidae and Riodinidae have evolved 
mutualistic interactions with ants (myrmecophily), in which caterpillars offer a nutritional 
liquid and gain protection against invertebrate enemies (Pierce et al. 2002). The level of 
interaction with ants varies strongly among these butterflies. Some species do not associate 
with ants but are usually well protected against them (myrmecoxenes). Some are facultative 
myrmecophilous species, associating with many ant groups and not always being found in 
the field with tending ants. Others are obligatory myrmecophilous, associating with one or 
a few ant species and depending on them for survival (Pierce et al. 2002). Although the 
relative abundance of species in each level of interaction with ants varies across taxonomic 
groups and geographical regions, facultative interactions are the most common (Pierce et al. 
2002). 
Myrmecophily requires both morphological and behavioral adaptations. The thick 
cuticle of lycaenid larvae and the presence of “ant-organs” specialized in the production of 
liquid rewards and in chemical and vibrational communication with ants are important 
morphologic traits associated with myrmecophily. Ant-mediated egg-laying behavior has 
been proposed for many species and experimentally shown for some (Atsatt 1981b, Pierce 
et al. 1985, Van Dyck et al. 2000; Wynhoff et al. 2008), and may even result in oviposition 
on low-quality plants (Atsatt 1981b).  The use of chemical, tactile and/or visual cues by 
butterflies in ant-mediated oviposition has been proposed for different systems, but 
experimental evidences are still lacking. Trager et al. (2013) considers that understanding 
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the way through which ants are detected by myrmecophilous butterflies as oviposition cues 
is a priority for future studies on the interaction between these organisms. 
 
Study system 
Parrhasius polibetes (fig. 1A) is a facultative myrmecophilous lycaenid, whose 
larvae may be attented by several ant genera from the third instar on. It is a poliphagous 
species, recorded on flower buds of more than 80 plant species (Kaminski et al. 2012) and 
showing different performance according to the host plant species (Rodrigues et al. 2013, 
Rodrigues and  Freitas 2013). In the Brazilian carrado savanna, one of its host plants is the 
shrub Schefflera vinosa (Araliaceae) (fig. 1B) (Kaminski et al. 2012). This shrub often 
harbors aggregations of the myrmecophilous honeydew-producing treehopper Guayaquila 
xiphias (fig. 1C), which attract more than 20 species of ants (Del-Claro and  Oliveira 1996, 
Oliveira and  Del-Claro 2005), and benefit from ant attendance by increased survival (Del-
Claro and  Oliveira 1999, 2000). Ants tending G. xiphias eventually find and tend P. 
polibetes caterpillars as well, and Kaminski et al. (2010) showed that caterpillars growing 
on S. vinosa with ant-treehopper associations benefit from an enemy-free space, having 
greater survival rates both in the myrmecophilous and pre-myrmecophilous phase. This 
study also showed that adult females utilize the ant-treehopper association as a cue for 
oviposition and preferably lay their eggs on branches hosting treehoppers and ants (Fig. 
1D). It is not known, however, if the cue is visual or olfactory, and which part of the 
association is more important.  
Dried insects have been successfully used in butterfly oviposition experiments in 
order to access whether gravid females were able to recognize them through vision 
(Sendoya et al. 2009). Using this approach, the purpose of the present study was to 
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investigate whether P.polibetes females are able to visually recognize ant-treehopper 
associations when searching for an oviposition site, and, if so, which participants of the 
association are used: Ants, treehoppers, or both.  
 
Figure 1: Study system involving Guayaquila xiphias, ants and Parrhasius polibetes on 
Schefflera vinosa. A, Adult P. polibetes.  B, Parrhasius polibetes larva feeding on S. vinosa 
flower buds. C, Association between G. xiphias and Camponotus rufipes ants. D, P. 
polibetes eggs (arrow) close to treehopper aggregation.  
 
Materials and methods  
Experiments  
The experiments were performed at the Laboratório Nacional de Luz Sincrotron 
(22º48’S, 47º03’W), in Campinas, SP. The area is characterized as Cerrado sensu stricto, 
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with shrubs and herbaceous plants. The experiments were conducted between February and 
June 2013, when the population of P. polibetes is high in this area (Kaminski et al. 2011). 
To evaluate the role of ants and treehoppers as visual cues for host plant selection 
by P. polibetes, we carried out a series of paired oviposition trials in the field (see also 
Freitas and Oliveira 1996; Sendoya et al. 2009; Kaminski et al.  2010). Approaching female 
butterflies were thus confronted with a pair of branches (the control and the treatment), 
between which they could choose as an ovipositing site. 
Trials were performed using paired flowering branches of the same plant individual, 
to control for host plant quality. The branches in each pair were similar in size, and were 
about 1 m apart from one another (Fig. 2). Non-experimental Schefflera branches were cut 
so that they would not interfere with butterfly choice, and special attention was taken to 
pruning neighboring foliage as to assure that both branches were easily visualized female 
butterflies. 
21 
 
  
 
Figure 2: Schematic representation of the experimental setup for the oviposition trials with 
Parrhasius polibetes (elements not to scale). A, Treatment branch with simulated ant-
treehopper association. Ants and bees were pinned so to simulate their natural posture; 
treehoppers were glued on a piece of transparent adhesive tape (tp). B, Control branch with 
pins, transparent adhesive tape, and glue. Butterfly ovipositions on experimental branches 
were checked after 24 hours. Inset photograph: General view of the experimental branches 
in the field; scale bar: 50 cm. 
 
Four experimental series using paired branches were carried out:  
(1) Real ant-treehopper association (i. e. live insects) as cues to butterflies (fig. 3A): This 
experiment followed Kaminski et al. (2010): One treatment branch of S. vinosa had a real 
ant-treehopper association, whereas the control branch had no insects. Since Kaminski et al. 
(2010) showed that there is no difference in butterfly response between branches where the 
tp tp 
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presence of treehoppers is natural or manipulated, treatment and control branches were 
chosen by the natural presence or absence of G. xiphias aggregations, Tanglefoot resin 
(Tanglefoot, Grand Rapids, MI) was applied to control braches to prevent ant access, but on 
only one side of treatment branches so that ants still had free access. 
(2) Simulated ant-treehopper association (dried insects) as visual cues to butterflies (figs. 2 
and 3B): An aggregation of dried treehoppers was glued on a transparent adhesive tape at 
the basis of the treatment branch, and five dried ants were pinned as if tending the 
treehoppers and walking nearby. Control branches received five pins, glue, and adhesive 
tape (see Figure diagram). Branches did not harbor real treehoppers aggregations 
previously to the experiment. Tanglefoot resin (Tanglefoot, Grand Rapids, MI) was applied 
to the basis of both branches to prevent ant access. Experimental groups were established 
by the flick of a coin. 
(3) Only dried treehoppers as visual cues (fig. 3C): An aggregation of dried treehoppers 
was glued on a transparent adhesive tape at the basis of the treatment branch. Control 
branches received glue and adhesive tape. Branches did not harbor real treehoppers 
aggregations previously to the experiment. Tanglefoot resin (Tanglefoot, Grand Rapids, 
MI) was applied to the basis of both branches to prevent ant access. Experimental groups 
were established by the flick of a coin. 
(4) Only ants as visual cues (fig. 3D): Five dried ants were pinned at the basis of the 
treatment branch, whereas control branches received only five pins. Branches did not 
harbor real treehoppers aggregations previously to the experiment. Tanglefoot resin 
(Tanglefoot, Grand Rapids, MI) was applied to the basis of both branches to prevent ant 
access. Experimental groups were established by the flick of a coin. 
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One dried honeybee was pinned on all experimental branches to control for the presence of 
other insects that could visit S. vinosa shrubs and that might affect egg-laying butterflies. 
All experimental branches were carefully searched for P.polibetes eggs (fig. 3E) after 24h.  
 
Figure 3: Details of the experimental setup for the oviposition trials with Parrhasius 
polibetes on branches of Schefflera vinosa. A, Real association (live insects) of Guayaquila 
xiphias and Camponotus rufipes ants (arrow). B, Simulated ant-treehopper association with 
dried insects (arrow: C. rufipes ant). C, Simulated treehopper aggregation (dried insects). 
D, Dried C. rufipes ants. E, P. polibetes egg (arrow) on S. vinosa. 
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Insects and materials used in the experiments 
 Observations of the ovipositing behavior of P. polibetes were made at the 
Laboratório Nacional de Luz Sincrotron from January to August, during the day (8 to 17h). 
Females were observed and followed until flying out of reach. 
Treehoppers and ants were collected in three cerrado sites near Campinas, São 
Paulo State, SE Brazil. The ant species used was Camponotus rufipes, because of its large 
size, which facilitates mounting and visualization, and because it is one of the species most 
frequently found associated with G. xiphias (Del-Claro and  Oliveira 1999). Honeybees 
were collected at urban sites in Campinas.  
All the insects were taken to the laboratory, frozen, and then dried in oven for at 
least one day. Ants were washed in n-hexane for 5 min before mounting, to eliminate their 
cuticle hydrocarbons (see Silveira et al.2010) and control for possible effects on butterfly 
oviposition behavior. This procedure was not necessary for treehoppers, since it is known 
that their cuticular hidrocarbons are similar to the host plant S. vinosa (Silveira et al. 2010).  
Ants and bees were mounted with a thin pin (Bioquip® no. 0.20), simulating the 
posture of live individuals (see fig. 3B-D). Groups of treehoppers were glued with silicon 
glue (Cascola®) on a piece of transparent adhesive tape (Adelbras®), resembling a natural 
aggregation (fig.3C). Simulated treehopper aggregations consisted of 30 individuals, 4 to 5 
of them adults and  the others last instar nymphs, compatible with the range observed in the 
field (Del-Claro and Oliveira 1999, 2000). 
 
Statistics 
Difference in the proportion of branches with and without eggs was evaluated 
through G-tests with Williams correction. Only branch pairs receiving at least one egg were 
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considered for the analyses. The difference in the number of eggs found in treatment versus 
control branches was evaluated through Wilcoxon paired test. In this case, only pairs in 
which both branches had at least one egg were considered for analysis. The tests were 
performed using Bioestat 5.0.  
 
Results 
Ovipositing behavior 
P.polibetes females oviposit during the hottest hours of the day (10 to 16 h). 
Females approach S. vinosa inflorescences at fast fligths and, after alighting on a particular 
flower bud, spend from a few seconds to up to 3 min inspecting it with the legs, antennae 
and ovipositor before laying eggs or  rejecting the bud. In the latter case, they fly to other 
flower buds in the same inflorescence or in nearby ones, usually within the same plant 
individual. After repeating this process for up to 10 min, females fly away very fast, 
ignoring other potential host plants nearby (more details in Kamisnki et al. 2010). 
 
Experimental trials 
Branches with live ant-treehopper associations were chosen for oviposition by P. 
polibetes females significantly more often than those without associations (Fig. 4A), and 
received greater numbers of eggs (Fig. 4C). 
Branches hosting dried ant-treehopper associations were chosen for oviposition 
more often than control branches without dried ants and treehoppers (Fig. 4B), and received 
increased numbers of eggs (Fig.4D). 
Branches with pinned dried ants were chosen for oviposition more often than 
control branches with pins only (Fig. 5A), but the number of eggs did not differ between 
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experimental branches (Fig. 5C). On the other hand, presence of dried treehopper 
aggregations had no effect on P. polibetes females, either as site for oviposition (Fig. 5B) or 
in the number of eggs laid (Fig. 5D). 
 
Figure 4: Oviposition patterns for the butterfly Parrhasius polibetes in choice experiments 
(24 hours), using paired branches of Schefflera vinosa. A, C, One branch presented the 
association between the treehopper Guayaquila xiphias and tending ants, while the other 
did not present any insects. B, D, One branch received a simulated ant-treehopper 
association with dried insects, while the control did not have insects. A, B: Branch selection 
for oviposition by butterflies. C, D, Number of eggs laid per branch. An asterisk denotes a 
significant value. Boxes show the lower and upper quartiles; whiskers show total range. 
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Figure 5: Oviposition patterns for the butterfly Parrhasius polibetes in choice experiments 
(24 hours), using paired branches of Schefflera vinosa. A, C, One branch presented five 
dried ants, while the other did not present any insects. B, D, One branch received a 
simulated treehopper aggregation with dried insects, while the control did not have insects. 
A, B: Branch selection for oviposition by butterflies. C, D, Number of eggs laid per branch. 
An asterisk denotes a significant value. Boxes show the lower and upper quartiles; whiskers 
show total range. 
 
Discussion  
Our results showed that P. polibetes is able to visually detect ants and ant-
treehopper associations, and use them as cues in the oviposition process. In addition, we 
show that the presence of ants alone is enough to elicit a response by egg-laying females. 
Searching for an enemy-free space is very important for phytophagous insects, since foliage 
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is a place where natural enemies are frequent (Price et al. 1980). In the case of immature of 
myrmecophilous butterflies, the presence of ants usually generates protection against 
predators and parasitoids, and it is expected that natural selection favors females capable of 
detecting ants and laying eggs in their proximity (Atsatt 1981a). In antagonistic 
relationships, the ability of egg-laying butterflies to recognize and avoid ants trough vision 
has already been demonstrated for Eunica bechina, whose caterpillars are frequently 
attacked by ants on the host plant (Sendoya et al. 2009). For this non-myrmecophilous 
species, females prefer to lay their eggs where ants are absent (Freitas and  Oliveira 1996, 
Sendoya et al. 2009). It is interesting to observe that both species rely on the same cue – the 
image of ants – to choose an enemy-free space for oviposition, but react to it in opposite 
ways, depending on the effect from ants on caterpillars - predation in the case of E. bechina 
(Sendoya et al. 2009) and protection in the case of P. polibetes (Kaminski et al. 2010). 
These contrasting responses demonstrate the importance of the female’s oviposition 
behavior for offspring survival in these two butterflies. In this sense, visual cues can serve 
either to deter or promote oviposition, in the same way as shown for chemical cues 
(Renwick and  Radke 1987, Thompson and  Pellmyr 1991). The degree to which P. 
polibetes females are also able to visually distinguish among different ant species, as shown 
for E. bechina (Sendoya et al. 2009), awaits further investigation.  
In the studied system, G. xiphias aggregations play a very important role in the 
generation of the enemy-free space enjoyed by immature P. polibetes, since the presence of 
treehoppers attracts ants to S. vinosa shrubs (Del-Claro and Oliveira 1996, 2000). However, 
our results show that the image of a treehopper aggregation alone does not affect 
oviposition decisions of P. polibetes. Considering that the ants are the organisms directly 
interacting with the caterpillars and protecting them from natural enemies, it is reasonable 
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to expect that their presence on foliage should be more relevant compared to treehoppers 
for a female’s oviposition decision. Another factor that might contribute to this pattern is 
poliphagy: P. polibetes feeds on inflorescences of more than 40 plant species in 19 families 
(Kaminski et al. 2012, Alves-Silva et al. 2013). Among those, about 90% bears ant 
attractants such as extrafloral nectaries or honeydew producing-hemipterans, which 
possibly explains the use of ants as oviposition cues by P. polibetes females (Atsatt 1881, 
Kaminski et al. 2012). Indeed, considering the great number of host plants used by this 
butterfly, it is unlikely that the image of the different ant attractants on their plant hosts are 
similar, although the image of ants would be recurrent. Females capable of visually 
recognizing ants would be more efficient in the choice of an enemy-free space for 
oviposition than those only able to recognize one or some of the ant attractants present in 
all potential host plants.  On the other hand, when the image of treehoppers and ants are 
combined, P. polibetes females lay increased numbers of eggs. The image of treehopper 
aggregations alone is therefore not sufficient to influence butterfly oviposition behavior, but 
functions as a reinforcement for the decisions made by the females when the image of ants 
are also present. This can be related with the fact that G. xiphias aggregations increase the 
number and predictability of ants in time and space (Del-Claro and Oliveira 1996), which 
implies that, by laying eggs on branches hosting both ants and treehoppers, a female P. 
polibetes would raise the chances that her larvae offspring will enjoy an enemy-free space 
via ant-derived protection (Kaminski et al. 2010).  
While for myrmecophilous butterflies, facultative interactions are more common in 
nature (Pierce et al. 2002), most of the studies focus on the more specialized, obligatory 
ones (Pierce et al. 2002).  Although the occurrence of P. polibetes eggs on a plant is not 
conditioned by ant presence on leaves, butterfly females do prefer to lay eggs nearby ants, 
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as also shown for other facultative myrmecophilous species (Wagner and Kurina 1997, 
Oliveira and  Del-Claro 2005, Kaminski et al. 2010). However, given the different degrees 
of specialization in the interaction between myrmecophilous caterpillars and ants, it is 
possible that the nature of the cues utilized by the ovipositing females depends on the level 
of the interaction with tending ants, being more generalized in facultative than in obligate 
associations, since in the former case the caterpillar can be tended by several ant species. It 
is thus expected that facultative myrmecophilous species would use the general shape of 
ants as visual cues when ovipositing.  
To our knowledge, this is the first study to experimentally demonstrate the role of 
ants and of ant-treehopper associations as visual cues for egg-laying myrmecophilous 
butterflies. However, it does not discard the possibility that ovipositing P. polibetes females 
may use cues other than visual to detect ants and treehoppers on foliage. Chemical 
compounds are usually of great importance for host plant selection in lepidopterans (Chew 
and Robbins 1984; Thompson and Pellmyr 1991) and may be relevant in the P. polibetes-
ant-S. vinosa system as well. Indeed, the cues used by myrmecophilous butterflies clearly 
deserves further investigation, and a wider knowledge on this matter will certainly bring 
new insights about the evolution and functioning of myrmecophily in Lepidoptera. Our 
results indicate that facultative ant-caterpillar mutualistic interactions are relevant to shape 
behavioral traits in adult butterflies – the search for a safe, ant-occupied, place for offspring 
development seems crucial for this insect group. In a broader view, it also shows that 
facultative mutualisms can be of great importance in the behavioral biology of a species, 
and thus should not be underrated.  
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Conclusões gerais  
1- A visão desempenha um papel importante no comportamento de oviposição de fêmeas 
de Parrhasius polibetes, afetando o local na planta hospedeira (Schefflera vinosa) onde os 
ovos serão depositados, assim como a quantidade destes; 
2- Fêmeas de P. polibetes são capazes de reconhecer visualmente a presença de associações 
formiga-Guayaquila xiphias na planta hospedeira. As borboletas utilizam a imagem da 
interação como pista para a escolha do local de oviposição, preferindo depositar os ovos 
nas proximidades das formigas e membracídeos, e em maior número; 
3- Fêmeas de P. polibetes são capazes de reconhecer formigas visualmente, e utilizam a 
imagem destes insetos como pista para a escolha do local de oviposição, bem como do 
número de ovos postos; 
4-A imagem de agregações de G. xiphias não interfere na escolha do local de oviposição, 
ou no número de ovos depositados por P. polibetes;  
5- A imagem conjunta de formigas e de agregações de G. xiphias afeta a comportamento de 
oviposição de fêmeas de P. polibetes, as quais preferem depositar os ovos nas proximidades 
da associação, e em maior número;   
6- Este estudo demonstra que pistas visuais provenientes de associações formiga-G. xiphias 
são suficientes para mediar o comportamento de oviposição da borboleta P. polibetes. Os 
experimentos indicam que a presença das formigas tem um efeito mais forte na decisão das 
borboletas do que a dos membracídeos. 
 
